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Diplomová práce byla zaměřena na charakterizaci využitelnosti metody pasivní mikroreologie 
při studiu systému biopolymer-protein. Použitým biopolymerem byla kyselina hyaluronová a 
použitými proteiny byly trypsin a chymotrypsin. Pro měření mikroreologie byly použity 
částice o poloměru 0,5 μm a 1 μm.  
Ze získaných naměřených dat bylo zjištěno, že oba pozorované proteiny mají viskózní 
charakter. Také je možné říci, že metoda pasivní mikroreologie, je vhodná pro měření 
vlastností biopolymerů s nižší viskozitou. Pokud budeme chtít měřit vlastnosti biopolymerů u 
vzorků v případě vyšších hodnot viskozit, je vhodné použít částice menších rozměrů. Při 
využití částic o větším poloměru, nedochází k dostačujícímu narušení polymerní sítě, a tudíž 
částice nemá dostatečný pohyb v roztoku. 
ABSTRACT 
Diploma thesis was aimed to deal with evaluation of microrheology method in the research 
of biopolymer-protein. Used biopolymer was sodium hyaluronate and proteins were trypsin 
and chymotrypsin. For measuring of microrheology were used particles with different radius 
(0,5 μm and 1 μm). It was found, that both substances have viscous charakter. Passive 
microrheology is suitable for measuring the viscoelastic properties of biopolymers.  
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Mikroreologie je metoda, která má velké uplatnění v mnoha oborech. Využívá se především 
ke studiu polymerních roztoků, gelů, proteinů či biomateriálů. Největší uplatnění však má 
v oblasti medicíny a biologie. Reologie je metoda, která se používá ke zkoumání měkkých 
tkání (tzv. cév, kůže, pojivových tkání, tkání vnitřních orgánů, šlach, chrupavek, synoviální 
tekutiny). 
Klasickou reologii však není vždy možné použít k měření biologických materiálů. V oblasti 
biomedicíny to bývá občas problém. Biomateriály či proteiny jsou látky cenově náročné a ne 
vždy se nám podaří je získat v dostatečném množství pro naměření viskoelastických 
vlastností. Proto byla klasická reologie rozšířena o další doplňující techniku, kterou je 
mikroreologie.  Díky této metodě jsme schopni měřit viskoelastické vlastnosti látek na 
mikroskopické úrovni. 
Následující práce se zabývá charakterizací využitelnosti pasivní mikroreologie v systému 
biopolymer-protein. Použitými proteiny byly trypsin a chymotrypsin. Systém biopolymer-
protein tvořila vždy kyselina hyaluronová a daný protein. 
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1. TEORETICKÁ ČÁST 
1.1 Glykosaminoglykan 
Glykosaminoglykany, také nazýváme jako mukopolysacharidy. Jsou to nevětvené (lineární) 
polysacharidy obsahující deriváty uronových kyselin a hexosaminové zbytky. Tvoří velkou 
část mezibuněčné hmoty v pojivových tkáních (především chrupavka, vazy, šlachy a 
podobně). Někdy jsou schopné se vázat na bílkoviny a vytváří tzv. proteoglykany. Mezi 
významné mukopolysacharidy patří především kyselina hyaluronová, chondroitinsulfáty, 
heparin, a jiné [1]. 
1.2 Kyselina hyaluronová 
Kyselina hyaluronová (HA), také označována jako hyaluronan, „sodium hyaluronate“ nebo 
hyaluronát je látka, která je přirozenou součástí lidského těla. Pro své hojivé a omlazovací 
účinky bývá označována jako elixír mládí. HA je látka, která je tělu vlastní, díky ní se dokáže 
tkáň velmi rychle regenerovat. 
HA je nejjednodušší glykosaminoglykan (negativně nabitý polysacharid) a tvoří hlavní složku 
extracelulární matrix [2]. V pevném stavu se vyskytuje ve formě bílého prášku, po rozpuštění 
vytváří bezbarvý roztok. Přirozeně se vyskytující glykosaminoglykan má velkou molekulovou 
hmotnost. Řetězec je složen z opakujících se disacharidových jednotek (kyselina D-
glukuronová a N-acetylglukosamin). I když má jednoduchou primární strukturu, vykazuje 
velmi rozdílné biologické účinky v závislosti na velikosti molekuly a jejím prostorovém 
uspořádání [2]. 
Poločas života kyseliny hyaluronové je meta-katabolizován chondrocity (poločas života 2-3 
týdny) a keratinocyty (poločas života < 1 den). V krevním řečišti je poločas života jen pár 
minut [3]. 
 
Obrázek 1. Chemická struktura hyaluronanu [3]. 
1.2.1 Biologické funkce 
Kyselina hyaluronová je látka, která je schopná na sebe vázat vodu (pojme přibližně 
tisícinásobek vody). Brání prostupu virů a bakterií přes pericelulární matrix k buňce. HA 
moduluje zánět indukcí uvolňování cytokinů a chemokinů, zháší volné radikály a ovlivňuje 
proliferaci a diferenciaci buňek.  
Mezi další biologické funkce HA patří zamezování ukládání kolagenu čímž podporuje 
bezjizevnatost hojení tkáně (bylo popsáno, že vyšší hladiny HA v ráně fetální tkáně jsou 
zodpovědné za bezjizevnaté hojení). V synoviální tekutině slouží HA díky svým 
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viskoelastickým vlastnostem jako lubrikant a tlumič nárazů. Dále stimuluje endogenní 
syntézu HA buňkami synoviální membrány. Také HA zlepšuje metabolismus chondrocytů a 
inhibuje degradaci kloubní chrupavky. 
1.2.2  Výskyt 
Jedním z mnoha zdrojů výskytu HA jsou hovězí oči a kohoutí hřebínky. Kyselina 
hyaluronová tvoří jednu z hlavních složek mezibuněčné hmoty a je součástí pojivových, 
epiteliálních a nervových tkání.  Díky této látce se mohou naše klouby hladce pohybovat. Ve 
velkém množství se nachází v očním sklivci, synoviální tekutině, kůži a chrupavkách. Celkem 
55 % z celkového obsahu této kyseliny v lidském těle se fyziologicky nachází v pokožce [4]. 
1.2.3 Použití 
Právě pro svou všestrannost má kyselina hyaluronová tak velké uplatnění jak ve 
farmaceutickém, tak v kosmetickém průmyslu. Při léčení poranění se HA využívala již dříve, 
ale problémem bylo její rychlé zlikvidování bakteriemi v ráně. Byl proto použit jodový 
roztok, aby došlo k zabránění jejímu rozkladu. Při léčbě se dnes podávají z pravidla nitrožilně 
cytostatika. HA zajišťuje účinnou hydrataci, má blahodárné účinky, chrání kůži před zevními 
vlivy, udržuje pokožku a tkáně pevné a pružné, brání vzniku jizev a urychluje hojení ran. 
Kyselina haluronová je také hodně používána k omlazení pleti. Její účinky se využívají již 
desetiletí také k léčbě popálenin a kožních vředů, v očním lékařství (např. transplantace 
rohovky, operaci zeleného zákalu) k léčbě osteoartrózy či k augmentaci v plastické chirurgii 
(výplň vrásek, vtažených jizev, zvětšení prsou) [3]. Pro lékařské účely a chemické pokusy se 
HA vyrábí z bakterií Streptococcus a Pasteurella. 
1.3 Proteiny 
Proteiny jsou také nazývány jako bílkoviny a řadíme je mezi biopolymery. Jsou to 
vysokomolekulární přírodní látky s relativní molekulovou hmotností 103 až 106 složené 
z aminokyselin. 
Proteiny jsou podstatou všech živých organismů. Jejich základní povahu rozpoznal Braconnot 
v roce 1819 při zahřívání klihu s kyselinou sírovou. Za podrobnější znalost jejich struktury 
vděčíme E. Fischerovi a L. Paulingovi [5]. 
Proteiny jsou přítomny ve všech organismech – od virů až po člověka – tvoří přes 50 % jejich 
suché hmoty. Jsou nejsložitější a daleko nejpestřejší skupinou součástí živých systému. 
V organismech vytvářejí organizované nemolekulové struktury, které jsou stavebním 
materiálem buněk a jejich součástí a také současně realizují a řídí veškeré dění, které 
v buňkách probíhá [6]. 
Proteiny plní v organismech různé funkce. Například podpůrnou, strukturní a stavební 
(kolagen, elastin, keratin). Napomáhají shromažďování buněk a jejich vzájemné vazbě při 
vzniku tkání. Zajišťují pohyb (aktin, myosin). Svalová kontrakce je způsobena vzájemným 
posunem dvou proteinových komplexů vytvářejících vláknité struktury. Dalšími funkcemi 
jsou funkce katalytické, řídící a regulační (enzymy, hormony), ochranné a obranné 
(imunoglobulin) a dále transportní a skladovací. Řada globulárních proteinů slouží k rozvodu 
malých molekul v organismu. Proteiny se podílí na transportu látek a iontů přes biologické 
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membrány a ve většině případů jsou to velmi specifické přenašeče, které jsou schopny 
transportovat pouze jednu jedinou látku [7]. 
1.3.1 Enzymy 
Problém zajištění přísunu energie a stavebního materiálu z okolí a jejich využití pro provoz 
organismů a výstavbu jejich součástí vyřešila příroda pomocí složité sítě chemických dějů. Na 
řízení a koordinaci tohoto organizovaného a vysoce integrovaného souboru chemických 
reakcí a s tím spojených mnoho energetických změn se podílí pestrá škála biokatalyzátorů [6]. 
Enzym je jednoduchá či složená bílkovina s katalytickou aktivitou. Enzymy určují povahu a 
rychlost chemické reakce a řídí většinu biochemických pochodů v těle všech živých 
organismů včetně člověka [8]. 
1.4 Chymotrypsin 
Chymotrypsin (CHT) je trávicí enzym, který řadíme do skupiny proteáz, konkrétně 
serinových proteáz (podobně jako trypsin (TR) či elastáza). V lidském těle je produkován 
acinárními buňkami v slinivce břišní v neaktivní formě jako chymotrypsinogen a následně je 
vylučován do dvanáctníku, kde se spolupodílí na trávení bílkovin [9]. 
Aktivní chymotrypsin z bovinního (hovězího) pankreatu má molekulovou hmotnost 
21 600 Da a obsahuje 241 aminokyselin, které jsou uspořádány v 3 polypeptidových 
řetězcích. 
Rozlišujeme dvě varianty chymotrypsinu – A a B, které se nacházejí v slinivce břišní ve 
stejném množství [10]. 
1.4.1 Výskyt 
Podobně jako ostatní proteázy, které jsou součástí pankreatické šťávy, tak i CHT (přesněji 
jeho neaktivní forma – chymotrypsinogen (CHTG)) je vylučován acinárními buňkami 
slinivky břišní, a to přesněji řízenou exocytózou vnitrobuněčných váčků (zymogranulí) 
obsahující tyto enzymy. Společně s pankreatickou šťávou je poté CHT dopraven do střeva a je 
zde aktivován. Aktivace chymotrypsinu probíhá pomocí dalšího pankreatického enzymu – 
trypsinu, který je společně s chymotrypsinogenem vylučován v podobě trypsinogenu. Co se 
týče přesnějšího mechanismu aktivace, tak je nejprve chymotrypsinogen rozštěpen trypsinem 
na dva (stále však spojené) polypeptidy, jehož komplex se označuje jako π-chymotrypsin. Ten 
se pak následně autokatalyzuje (tedy sám sebe štěpí) na α-chymotrypsin, čili vlastní aktivní 
chymotrypsin [11]. 
1.4.2 Použití 
Chymotrypsin je střevní endopeptidáza schopná štěpit bílkovinné řetězce. Nedochází k tomu 
ovšem na náhodných místech, ale vždy na peptidové vazbě za velkými hydrofobními 
aminokyselinami, které se specificky vážou do speciální hydrofobní rýhy ve vazebném centru 
enzymu. Zmíněnými hydrofobními aminokyselinami jsou myšleny fenylalanin, tryptofan a 
tyrosin. Štěpení bílkovin se odehrává na C-straně těchto aminokyselin. Přitom patří mezi 
takzvané serinové protézy, což přesně znamená, že v aktivním centru se vyskytuje důležitá 
serinová skupina, která provádí tzv. „nábojovou štafetu“ s dalšími zbytky, zejména 




Obrázek 2. Schéma krystalografické struktury chymotrypsin [12]. 
1.5 Trypsin 
Trypsin (TR) je společně s chymotrypsinem trávicím enzymem, který můžeme nalézt 
v dvanáctníku. Podobně jako pepsin štěpí peptidické vazby bílkovin obsažených v potravě. 
Trypsin řadíme mezi hydrolázy, konkrétně proteázy. Obdobně jako chymotrypsin patří také 
trypsin mezi pankreatické serinové proteázy se substrátovou specifitou na základě kladně 
nabitého lysinu a argininu na postranním řetězci. Trypsin je středně velký lobulární protein, 
který je produkován jako neaktivní proenzym, trypsinogen [13]. 
1.5.1 Výskyt 
Trypsin se nachází ve slinivce břišní jako proenzym trypsinogen. Ten je pak ve dvanáctníku 
aktivován enzymaticky enterokinázou a také působením dříve vzniklých molekul trypsinu – 
autokatalýza. Oproti pepsinu, jehož aktivita je nejvyšší v silně kyselém prostředí žaludku, 
katalyzuje trypsin proteolytické (rozkladné) reakce v mírně zásaditém prostředí, které je 
typické právě pro dvanáctník. Trypsin je od pepsinu odlišný také svou větší specificitou- 
neštěpení bílkovin v náhodných místech, ale pouze na karboxylovém konci aminokyselin 
lysinu a argininu, pokud po nich nenásleduje prolin [13]. 
1.5.2 Použití 
Izolovaný trypsin se využívá například v cytogenetice, kde se nechává působit na 
chromozomy. Další uplatnění TR můžeme najít v protetice, kde se používá k specifickému 
naštěpení proteinů na peptidy před určováním pomocí hmotnostního spektrometru [14]. 
 




Reologie je věda, která se zabývá deformací a tokem hmoty způsobené aplikovaným napětím. 
Název reologie byl zaveden již v roce 1920 profesorem Eugenem Binghamem z Lehigh 
University (Bethlehem, Pennsylvanie). Jeho inspirací byl výrok dobře známého řeckého 
filosofa Hérakleita z Effesu (535-475, Hράκλειτος ό Εφέσίος) „Vše plyne“ (πάνταρεϊ, panta 
rei) proneseného ve významu „Nevstoupíš dvakrát do stejné řeky“ [15]. 
Reologie se zabývá obecnými mechanickými vlastnostmi látek, vztahy mezi napětím, 
deformacemi a rychlostí deformace a dalšími hydrodynamickými vlastnostmi kapalin. Jsou 
možné dva mezní typy chování. 
Jestliže účinkem vnějších sil dojde k deformaci, která po ukončení působení sil vymizí, 
mluvíme o elastickém chování. Toto chování je vykazováno hlavně tuhými látkami. Energie 
vynaložená k deformaci se ukládá a po relaxaci tuhé látky se uvolní. 
Jestliže působením síly hmota teče a tok se zastaví, a i po odstranění síly, deformace stále 
přetrvává, pak mluvíme o viskózním chování. Tento jev je charakteristický pro jednoduché 
tekutiny. Vynaložená energie je disipována ve formě tepla [16]. 
Mezi těmito dvěma extrémy jsou systémy, jejichž odezva na aplikovanou sílu záleží na době, 
po kterou na ně tato síla působí, nazývají se viskoelastické. Je to typická vlastnost, která 
modifikuje poddajnost biologických struktur (biomateriálů). Variabilita těchto vlastností je 
velmi široká: od reálné nenewtonovské kapaliny (synoviální tekutina, krev, lymfa, atd.), přes 
různorodost měkkých tkání až po rozmanitost kostí [16]. 
Z reologického hlediska nemůžeme najít hranici mezi pevnou a kapalnou fází. Do určité míry 
se tedy látky chovají jako kapalné a tuhé zároveň. Poměr těchto složek je dán jejich vnitřní 
strukturou materiálu. 
Veličina vyjadřující tuhost materiálu při smýkání se nazývá komplexní smykový modul. 
 
( )








      (1) 
V rovnici symbol τ (t) označuje smykové napětí závislé na čase, γ (t) je smyková deformace 
závislá na čase. Elastický smykový modul G΄ nám udává míru deformační energie uloženou 
v materiálu během napěťového cyklu. Také tvoří reálnou část komplexního smykového 
modulu G*. Viskozitní modul G΄΄ sděluje ztrátu energie během napěťového cyklu. Jedná 
se o imaginární složku komplexního smykového modulu G* [17]. 
1.6.1 Newtonova rovnice 
Tečné napětí mezi dvěma paralelními rovinami tekutiny v relativním pohybu je podle 





     (2) 
V rovnici je ( / )xy xF A   tečné napětí  2N m  působící ve směru osy x v rovině kolmé 
k ose y, ux je rychlost toku ve směru osy x a /xdu dy  je gradient rychlosti. Konstanta 
úměrnosti η  -1 -1kg m s =Pa s   se nazývá dynamická viskozita. Dynamická viskozita je mírou 
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vnitřního odporu, kladeného relativnímu pohybu různých částí tekutiny, který vniká jako 
důsledek chaotického tepelného pohybu a mezimolekulárních přitažlivých sil. Podílem 




   (3) 
Reciproká dynamická viskozita se nazývá fluidita. Tekutiny řídící se Newtonovým zákonem 
označujeme jako newtonovské a jsou to zpravidla nízkomolekulární látky. Viskozita těchto 
tekutin nezávisí na vazkém napětí [18]. 
 
Obrázek 4. Rychlostní profil toku v kapalině mezi nepohyblivou a pohybující se deskou [19]. 
1.6.2 Viskoelasticita 
Jedním z reologických parametrů je viskoelasticita, která popisuje tekutost komplexních 
tekutin. Modifikuje poddajnost biologických struktur (biomateriálů). Viskoelasticita také 
souvisí se schopností materiálů tlumit mechanické vibrace. Model viskoelastického materiálu 
je kombinací vlastností modelů jak elastického tak viskózního materiálu [20]. 
Elasticita udává pevnost a pružnost materiálů. Je to míra náchylnosti pevné látky k návratu do 
původního stavu. Při zatížení elastického materiálu dochází k okamžité deformaci. Pokud 
je zatížení trvalé, deformace přetrvá. Pokud dojde k odlehčení, deformace zcela vymizí. 
Elastickou deformaci můžeme tedy označit jako deformaci vratnou [21]. 
Naopak viskozita je veličina, která charakterizuje vnitřní tření kapaliny a závisí především 
na přitažlivých silách mezi částicemi. Kapaliny, které mají větší přitažlivou sílu mezi 
částicemi, mají větší viskozitu a ta zpomaluje pohyb kapaliny nebo těles v kapalině. U 
ideálních kapalin je hodnota viskozity nulová. Kapaliny, které mají nenulovou hodnotu, 
označujeme jako viskózní látky (vazké). Viskozita kapalin se stoupající teplotou klesá. Při 
nižších teplotách může dojít ke shlukování molekul ve větší celky. Při zatížení viskózních 
materiálů, dojde k deformaci, která po odstranění zatížení zůstává. Hovoříme o deformaci 
nevratné [18]. 
Reologické chování koloidních disperzních soustav závisí na viskozitě disperzního prostředí, 
koncentraci částic, velikosti a tvaru částice a interakcích částice-částice a částice-disperzní 
prostředí [21]. 
Vliv koncentrace a vzájemného působení mezi disperzními částicemi na viskozitu popisuje 
Einsteinova rovnice, která byla odvozena za předpokladu, že se uplatňují pouze interakce 
mezi částicemi a disperzním prostředím. V méně zředěných systémech musíme však uvažovat 
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i vzájemné ovlivňování částic. Například pohybují-li se dvě částice v různých hladinách 
v tokovém poli, pak částice s větší rychlostí předhoní tu pomalejší částici tak, aniž by se nějak 
navzájem ovlivnili, tedy nedojde k deformaci pohybu (obrázek 5.), a jsou-li jejich dráhy 
vzdáleny o méně než dvojnásobek poloměru částic (h<< 2 R), pak budou deformovány podle 
obrázku 6. 
 
Obrázek 5. Poloha dvou částic na různých hladinách, vzdálených v tokovém poli o h<<2R 
v různých časových okamžicích [18]. 
 
Obrázek 6. Poloha dvou částic na dvou blízkých hladinách (h<2R) v různých časových 
okamžicích [18]. 
Při této změně trajektorie dochází ke spotřebě energie, co ž má za následek zvýšení viskozity. 
Jestliže se částice vzájemně přitahují, jejich dráhy se tím změní (obrázek 7) a to opět znamená 
brždění a vzrůst viskozity. Tento efekt vzrůstá s rostoucí velikostí sil mezi částicemi. Jsou-li 
částice dostatečně velké, může dojít k vytvoření dubletu, který začne vykonávat rotační pohyb 
(obrázek 8), což představuje další zvýšení viskozity [18]. 
 
Obrázek 7. Trajektorie přitahujících se koloidních částic v tokovém poli (Mírné přitažlivé síly, 
které způsobí deformaci trajektorií) [18]. 
 
Obrázek 8. Trajektorie přitahujících se koloidních částic (Silné přitažlivé síly, které vedou 
k vytváření rotujících dubletů- Brownův pohyb je zanedbán) [18]. 
15 
 
Jsou-li částice silně anizometrické (příkladem mohou být lineární makromolekuly 
s neohebnými řetězci), je jejich rotační pohyb při toku mnohem intenzivnější než u částic 
izometrických (Obrázek 9a). Pro udržení tohoto pohybu je zapotřebí další energie a dochází 
poté k růstu viskozity. Otáčivý moment částice závisí na její orientaci relativně ke směru toku. 
Moment a taky úhlová rychlost jsou největší, je-li částice postavena kolmo ke směru toku, 
nejmenší je pak, je-li paralelní (obr.9a). Při paralelní orientaci je otáčivý moment nulový – 
bylo by možné očekávat, že částice zaujmou paralelní postavení ve směru toku a že dojde 
k ukončení rotace. Vlivem Brownova pohybu občas dojde k lehkému pootočení částice, na 
kterou působí síly iniciující další rotaci. Při růstu poměru os, tak roste i změna úhlové 
rychlosti s orientací, až nakonec, i když částice pokračují v rotaci, stráví většinu času v téměř 
paralelní orientaci (obr. 9b) a jejich rotace spočívá v příležitostných obratech o 180° a má 
malý vliv na viskozitu. Proudící kapalina není již opticky izotropní, ale nastává dvojlom za 
toku. Jeho výskyt jasným důkazem toho, že částice jsou silně anizometrické (obr. 9c) [18]. 
 
Obrázek 9. Chování anizometrických částic při toku. [18]. 
Reologii rozdělujeme na makroreologii a mikroreologii. Makroreologie zkoumá převážně 
přetvárné vlastnosti hmoty z celkového pohledu. Poskytuje celkovou odezvu materiálu, tudíž 
měření probíhá pouze u homogenních systémů. Měření viskoelastických vlastností látek 
probíhá na běžných reometrech. Množství vzorku se pohybuje od 5 ml, což je velmi 
nevýhodné hlavně u látek, které jsou cenově nákladné. Nevýhodou této metody je omezený 
rozsah frekvencí při měření, který je pouze do 10 Hz [22]. 
V rámci reologie existuje velká řada specializovaných podoborů. Které jsou vyznačeny 
typickou třídou studovaných materiálů. Hovoříme především o reologii kapalin. Typickými 
kapalnými materiály s reologickým chováním jsou především polymerní taveniny a roztoky, 
biologické kapaliny (krev), koloidní suspenze a emulze anorganického původu (malty, 
betony, jíly) a organického (barvy) i biologického (celulózy, potraviny) [20]. 
Podle metodického přístupu se v reologii postupem času vytvořila řada disciplín: reologie 
elementární, inženýrská (reologie procesů), strukturní (mikroreologie). 
1.6.3 Brownův pohyb 
Pohyb částic v mikroheterogenních a koloidních systémech, který je možné pozorovat 
v mikroskopu a ultramikroskopu nazýváme Brownovým tepelným pohybem (Robert Brown 
1827). Částice se v roztoku pohybují v důsledku srážek disperzní částice s velkým počtem 






Obrázek 10. Možný pohyb částic [26]. 
Počet nárazů z různých stran nebývá vždy stejný. Kromě translačního pohybu se částice 
mohou pohybovat i druhým způsobem pohybu a to pohybem rotačním. S rostoucí velikostí a 
hmotností částice se zvyšuje pravděpodobnost kompenzace nárazů. Proto částice, které jsou 
větších rozměrů, vykonávají jen vibrační pohyb okolo určitého centra. Částice, které jsou 
větších rozměrů, než jsou 4μm, již nejsou schopné vykonávat skoro žádný tepelný pohyb. 
Naopak částice menších rozměrů vykonávají nejen translační pohyb, ale také rotační. Tento 
celkový pohyb částic označujeme jako Brownův pohyb. Skutečnou trajektorii dráhy koloidní 
částice není možné přesně určit, protože částice velmi často mění svůj směr a rychlost pohybu 
[18]. 
 
Obrázek 11. Možný pohyb částic u velkých a malých rozměrů [27]. 
Pozorováním pohybu pod mikroskopem a zaznamenáním jeho polohy v zorném poli 
v pravidelných časových intervalech získáme plošnou projekci pohybu částice. Poloha částice 
během pohybu v roztoku je zaznamenávána přímkou od jedné polohy k druhé (viz. Obr. 13). 
Ve skutečnosti se jedná o velmi složitě klikatou prostorovou trajektorii. Pozorujeme 
přemístění částice ve směru osy x a y. Posuv částice Δi poté označujeme jako průmět 
skutečného přemístění do osy x za časový interval τ2- τ1 [18]. 
Střední posuv označujeme jako kvadratický průměr z posuvů jedné částice v n stejných, 
za sebou jdoucích časových intervalech. A představuje statistickou charakteristiku intenzity 
tepelného pohybu [18]. 
2 2 2
1 2 3 ...
i
n
   
      (4) 
Tepelný pohyb částic v makroskopickém měřítku označujeme jako difůzi při současném 
působení gravitačního nebo odstředivého pole. Tento pohyb vede k sedimentační rovnováze, 




Obrázek 12. Vlevo je znázorněna trajektorie částice ve 3D prostoru a vpravo je znázorněna 
trajektorie částice ve 2D . [28] [29]. 
1.7 Mikroreologie 
Mikroreologie je metoda, která pozoruje pohyb začleněných částic o mikrometrové velikosti 
pomocí mikroskopie. Touto metodou je možné nahrávat videa, ve které se částice pohybují 
vlivem Brownova pohybu, pomocí softwaru pro zpracování obrazu, je možné sledovat a 
zaznamenat jednotlivé trajektorie částic. Podle starého zpracování dat byly trajektorie 
označeny různými barvami, aby bylo možné vidět, kde pohyb dané částice začíná a kde končí. 
Podle nového zpracování nahraných videí jsme schopni zaznamenat pohyb všech vybraných 
částic ve vzorku. Pokud je pohyb závislí pouze na Brownově tepelném pohybu, hovoříme o 
mikroreologii pasivní. Pokud se částice pohybuje vlivem jiné, vnější energie, tak hovoříme o 
mikroreologii aktivní [19]. 
 
Obrázek 13. Na levé straně jsou znázorněny částice ve vzorku a na pravé straně jsou 
znázorněny trajektorie částic po vyhodnocení [23]. 
Mikroreologie se zabývá vlastnostmi jednotlivých částí hmoty. Látky, které je možné touto 
metodou měřit, jsou převážně koloidní suspenze, emulze, polymerní roztoky a gely [24]. 
Mikroreologie je tedy metoda, kterou můžeme měřit viskoelastické vlastnosti materiálů, 
u kterých samotná reologie nebyla vždy vhodná - heterogenní systém. Výhodou této metody 
je malé množství vzorku, které se používá k měření (objem vzorku cca 10-15 μl). Toto 
množství je výhodné hlavně u takových materiálů, které jsou příliš drahé a také u většiny 
biologických vzorků, které je mnohdy obtížné získat ve větším měřitelném množství. 
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Mikroreologickou metodou jsme schopni měřit viskoelasticitu materiálů při frekvenci nad 
10 Hz. Velikosti částic se mohou pohybovat i v desetinách mikrometrů. Částice mohou 
být různého složení, většinou jsou to však hydrofobní polystyrenové částice [25]. 
Mikroreologie je metoda založená na pozorování Brownova pohybu, při kterém dochází 
k narušení struktury materiálu drobnými částicemi, které jsou ponořené do roztoku a narušují 
tak okolní prostředí. 
1.7.1 Einstein -Stokesova rovnice 
Einstein-Stokesova rovnice je rovnice, kterou jako první odvodil Albert Einstein a uvedl ji ve 
své disertační práci. Výsledek jeho práce byl nejprve publikován v Einsteinově knize O teorii 
Brownova pohybu (1905, současně se na odvozování podílel Sutherland, který použil 
identický argument). Na základě hydrodynamické teorie odvodil Einstein vztah mezi 
difúzním koeficientem nenabitých částic, teplotou a koeficientem tření. Einsteinova rovnice 








   (5) 
Podle tohoto vztahu je difúzní koeficient přímo úměrný teplotě a nepřímo úměrný koeficientu 
tření, který charakterizuje odpor prostředí proti pohybu částice. Koeficient tření je závislý na 
teplotě, rozměrech a tvaru částice a také na vlastnostech disperzního prostředí. V kapalném 
prostředí, které obsahuje kulovité částice (izometrické částice), můžeme vyjádřit koeficient 
tření Stokesovou rovnicí [18]: 
06i if r   (6) 
kde 
ir  je poloměr částice a 0  viskozita disperzního prostředí; po dosazení koeficientu tření 








   (7) 
1.7.2 Aktivní a pasivní mikroreologie 
Jak jsem již zmínila, tak mikroreologie je metoda, kterou jsme schopni měřit viskoelastické 
vlastnosti látek, na které nám klasická reologie nestačí. Mikroreologie však není samostatná 
metoda, ale zahrnuje více metod. Podle způsobu pohybu částic rozdělujeme mikroreologii 
dále na pasivní a aktivní. 
U aktivní mikroreologie již můžeme z názvu vyčíst, že tato metoda bude vyžadovat aktivní 
manipulaci s částicemi. Aby došlo k jejich pohybu, musíme částici dodat určitý druh energie 
pomocí vnějších sil, jako například magnetické pole, elektrické pole a v dnešní době již 
oblíbená optická pinzeta. Tento druh metody je možné považovat za analogický s běžným 
mechanickým reologickým měřením, ve kterém je napětí externě aplikované na vzorek. 
Výslednou deformaci získáme pomocí smykového modulu. Rozdíl mezi aktivní mikroreologií 
od samotné reologie spočívá v tom, že u klasické reologie se nepoužívají mikrometrové 
částice, ale deformuje se kapalina jako celek. Částice tedy deformují okolní materiál díky 
dodané energii [27]. 
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Obrázek 14. Ukázka zachycení částice v paprsku optické pinzety [30] [31]. 
Naopak pasivní mikroreologie nepotřebuje, žádný vnější impulz, aby došlo k pohybu částic. 
Částice se pohybují vlivem Brownova tepelného pohybu (viz kap. 1.7.1. Brownův pohyb). 
Hlavní rozdíl mezi pasivní a aktivní mikroreologií je tedy založen na způsobu pohybu částic v 
roztoku. Zatímco u aktivní mikroreologie se částice pohybovaly působením vnějších síl, 
pasivní mikroreologie využívá k získání reologických vlastností pouze samotnou tepelnou 
energii použitého koloidu, která je dána TkB  . Výhodou této metody je převážně pozorování 
až tisíce částic a ne jenom jedné samotné částice. Pohyb částic v roztoku závisí především na 









  (8) 
kde hodnotu kB označujeme jako Boltzmannovu konstantu, která má velikost 1,38·10
-23
 J·K-1, 
T označujeme termodynamickou teplotu, a značí poloměr částic a L je označení pro délku 
posunu. Pro většinu materiálů by se teplota T neměla nějak výrazně lišit. Díky této metodě 
jsme schopni změřit horní limit modulu pružnosti, který závisí na velikosti vložené částice 
do roztoku a na schopnosti vyřešit posun částic o řád L. Závisí tedy na konkrétním použitém 
systému, jeho rozmezí se pohybuje od 1 Å do 10 nm, což nám umožňuje měření 
s mikrometrovými částicemi s elastickým modulem až po 10 až 500 Pa. Tento rozsah je sice 
menší než se nachází u aktivní mikroreologie, ale k získání vhodného výsledku je pro 
dostačující.  
Dynamika pohybující se částice je popsána v čase pomocí korelační funkce střední hodnoty 
čtverce posunu (MSD) nebo také označována jako   2x . 
       22 txtxx     (9) 
Z čehož pro difúzní koeficient částice plyne: 
    dDx 22    (10) 
D označujeme difúzní koeficient, d vyjadřujeme dimenzi. Po získání difúzního koeficientu 









  (11) 
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Pokud jsou částice, které pozorujeme, volně rozptýlené ve vzorku, můžeme říci, že se jedná o 
látku čistě viskózního charakteru. Jestliže se částice pohybují sub-difúzním pohybem, 
znamená to, že systém vykazuje viskoelastické vlastnosti [25].  
 
 
Obrázek 15. Ukázka příkladu MSD (a-viskózní, b-viskoelastické kapaliny) [32]. 
Mikroreologie je dále rozdělena na jednočásticovou a dvoučásticovou metodu. Technika 
pasivní mikroreologie, která byla doposud zmíněna v odstavci 1.7.3., zahrnuje celou teorii 
patřící k jednočásticové mikroreologii. 
Jak jsem již zmínila, tak se tato metoda zabývá studiem reologických vlastností u extrémně 
malých objemů vzorků při frekvenci, kterou není možné získat u vzorků větších objemů. 
U jednočásticové mikroreologie se pozoruje tepelný Brownův pohyb u všech částic zároveň, 
jak se pohybují v ose x a y v závislosti na čase. Tato metoda je velmi citlivá na typu použitého 
polymeru zkoumaného vzorku a na vhodném výběru částic, které se při této metodě používají. 
Nově a také velmi hodně využívaná metoda se nazývá dvoučásticová mikroreologie, která 
zaznamenává vzájemný korelační pohyb dvojice částic. Rozdíl oproti jednočásticové 
mikroreologie je tedy v tom, že nepozorujeme velikost individuální částice a, ale pozorujeme 
vzájemnou vzdálenost pozorované dvojice částic, r, která se pohybuje v rozmezí 10 – 100 
mikronů. Pohyb částic není ovlivněn velikostí, nebo jejich tvarem. Také je nezávislá na 
interakcích mezi částicí a systémem. Částice ve vzorku musí být od sebe vzdáleny na větší 
vzdálenost, než je jejich poloměr, aby nedocházelo k jejich vzájemnému překrývání. 
 




Pokud daná částice svým pohybem ovlivňuje pouze své nejbližší okolí v heterogenním 
materiálu, pak nám tato metoda určuje jenom strukturu a vlastnosti nejbližšího okolí částice 
namísto reologických vlastností celého materiálu, ve kterém se daná částice nachází [25]. 
Každá z metod má své určité výhody a nevýhody. Co se týče nevýhod u  mikroreologie, 
nastává při měření netransparentních nebo částečně transparentních materiálů. 
Další nevýhody mikroreologické metody se můžeme pozorovat u velmi tuhých materiálů, kde 
je pohyb částic velmi nepatrný [25]. 
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2. SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
Buňky jsou schopné se neustále přizpůsobovat měnícím se podmínkám prostřednictvím 
koordinovaných molekulárních a mechanických podmínek. Tato úprava však vyžaduje 
transport molekul a intracelulární signalizaci prostřednictvím oblastí s různými vlastnostmi 
materiálu, jako je například kolísání viskozity a pružnost. Chceme-li zjistit jaký má vliv 
měnící se viskozita na buněčnou strukturu a fyziologii, využijeme vhodnou metodu, bio-
mikroreologii, na studium deformací a toku biologických materiálů v malých délkových 
měřítkách. Myslíme tedy sledování tepelného a řízeného pohybu částic (organel, molekul) 
v různých prostředích s různou viskozitou. Sledováním pohybu částic lze odhadnout 
reologické vlastnosti, které mají vliv na vlastnosti buněk, jako je tvar a metastatický potenciál. 
Mikroreologie založená na pozorování buněk, slibuje zlepšený pohled na vlastnosti, strukturu 
a dopravu v živých buňkách [34]. 
Ya-li Yang a Laura J. Kaufman z Ústavu chemie na Kolumbijské Univerzitě využili 
klasickou reologii a konfokální mikroskopií (CRM) k pozorování mechanických vlastností a 
struktury u samotného kolagenu a systému kolagen-hyaluronan. Tvorba kolagen gelu byla 
pozorována u koncentrační řady 0,5; 1,0; 1,5; mg/ml při teplotách 37 a 32 °C. U této 
koncentrační řady bylo proměřeno: crossover time (tc), sklon směrnice rostoucí tokové křivky 
(slope of the growth phase - kg), a čas zadržení (arrest time - t). První dvě měření řadíme do 
reologie a třetí parametr spadá do CRM. Obdobně byl pozorován a připraven systém kolagen 
– hyaluronan. Bylo zjištěno, že HA, který byl přítomen ve směsi, nenápadně mění 
mechanické vlastnosti a strukturu tohoto systému jak v průběhu procesu gelovatění, tak i při 
rovnováze. Dochází k tomu vlivem teploty, poměru naneseného HA na kolagenová vlákna. 
Při srovnání systému kolagen – HA s homogenním vzorkem bylo prokázáno, že u systému 
dochází při klesající teplotě ke zvyšování gelatinace [35].  
Hlavním cílem JJ Kwiecinskeho, SG Dorosze a kolektivu bylo posoudit, zda má vliv 
molekulová hmotnost hyaluronanu na lubrikační schopnosti v chrupavkách. Byl porovnáván 
samotný hyaluronan a jeho kombinace s proteoglykanem 4 (PRG4). Byly použity tyto 
molekulové hmotnosti HA – 20; 132; 780 kDa; 1,5 a 5 MDa v 3,33μg/ml a to jak samostatně, 
tak v kombinaci s PRG4 v množství 450 μg/ml. Bylo zjištěno, že koeficient tření se snižoval 
v závislosti na MW HA. Hodnoty kinetické viskozity byly významně vyšší u 20 kDa (0,098) 
při porovnání vzorku s MW 780 kDa a 5 MDa. Po přidání proteoglykanu do systému 
docházelo ke snížení třecího koeficientu, avšak synergický účinek nebyl závislý na MW HA. 
Hodnoty kinetické viskozity proteoglykanu byly významně vyšší, než hodnoty systému PRG4 
– MW HA. Výsledkem této studie bylo zjištěno, že změny MW hyaluronanu by mohly 
významně ovlivnit lubrikační schopnosti této látky na chrupavku. Tyto výsledky navržené ve 
změnách MW HA by mohli značně ovlivnit vlastnosti synoviální tekutiny ohraničující 
chrupavku. Přesto toto omezení ve funkčnosti by se mohlo obejít pomocí fyziologických 
hladin PRG4 tvořící komplex, případně v roztoku s HA [36]. 
Intravitreální injekce z biodegradovatelných nanočástic (NP), slibuje genové terapie a 
transport léčiv do zadní části oka. V některých případech, včetně genové terapie, je potřeba 
NP rychle dostat po vstřiku injekce k cílovým buňkám v zadní části oka. Zatímco v jiných 
případech může být naopak vhodnější pro částice, aby zůstali v místě vpichu a pomalu 
uvolňovaly lék, který pak difunduje do místa působení. Qingguo Xu, Nicholas J. Boylan a 
kolektiv studovali pohyb polystyrenových nanočástic (PSNP) o různých rozměrech a 
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chemických vlastnostech v čerstvém hovězím sklivci. PSNP o velikosti 510 nm velmi rychle 
pronikly sklivcem. Pohyb nanočástic o rozměru 1190 nm byl velmi omezený bez ohledu na 
různé druhy povrchu. PSNP potažené primární aminovou skupinou (-NH2), mají kladně 
nabitý povrch při pH hovězího sklivce (ph=7,2) a byly imobilizovány v rámci sklovitého gelu. 
Naopak PSNP, které byly potažené –COOH (mají negativně nabitý povrch) o velikosti 100-
200 nm a při koncentracích částic pod 0,0025% (w/v), tak snadno difundují skrz sklivcovou 
síťovinu. Při vyšších koncentracích (~0,1% w/v), tyto částice ve sklivci agregují. Hovězí 
sklivec měl vlastnosti jako nepropustná elastická bariéra pro objekty o rozměru 1190 nm a 
větší. Pro nepřilnavé objekty menší něž 510 nm se naopak choval jako propustná 
viskoelastická kapalina. Tato studie nanočástic na bázi léčiv je velmi přínosná pro léčbu 
očních onemocnění [37]. 
Reologickými vlastnostmi sklivce a úlohou kyseliny hyaluronové při tomto experimetnu, se 
zabývali Charles S. Nickerson, John Park a kolektiv. Koordinované reologické a 
biochemické měření poskytuje lineární a nelineární mechanické vlastnosti ve sklivci a 
ukazuje tak strukturální úlohu kyseliny hyaluronové. Smykový modul se snížil pětkrát 
z počátečních steady-state hodnot již v první hodině po pitvě. Bylo zjištěno, že i při absenci 
vnějších hnacích sil, prasečí sklivec vyloučí ~ 5% jeho rovnovážné hmoty během 5 minut a 
dále pokračuje v rozkládání do steady-state hodnot 10%, což je nižší než jeho počáteční mass. 
Vyloučená kapalina má značnou koncentraci hyaluronanu, ale má velmi nízký obsah bílkovin. 
Tyto výsledky naznačují, že hyaluronan hraje významnou roli v udržení “vnitřního napětí“ 
[38]. 
Nijenhuis N, Mizuno D a kolektiv se zabývali vlastnostmi endoteliálního glykokalyxu. 
Použitou metodou k tomuto měření byla mikroreologie. Endoteliální glykokalyx (EG) je 
komplexní síť biopolymeru, která je produkována vaskulárními endoteliálními buňkami, které 
tvoří vrstvu na luminální straně cév. EG působí jako anti-adhezivní ochranná vrstva, jako 
molekulární síto, jako chemický senzor, a také jako mechanický převodník kapaliny 
smykového napětí na podkladové vrstvy buněk. Hlavní složkou, která je využívána v těchto 
procesech je hydratovaný glykosaminoglykan (GAG), hyaluronan (HA). Jako metodu použili 
laserovou interferometrii k měření širokopásmové mechanické odezvy. HA se ukázala v 
reologickém chování jako konzistentní pružný polymer. Došli k závěru, že širokopásmové 
mechanické snímání modelových systémů (HA) poskytuje kvantitativní údaje, které jsou 
nezbytné pro pochopení mechanické odezvy EG in vivo a jeho role v mechanosnímání [39]. 
Kolektiv z Bostonské lékařské University, kliniky endokrinologie, diabetes a výživy uplatnili 
metodu mikroreologie ve studii srpkovitého hemoglobinu. Srpkovitá anémie je reologické 
onemocnění, které je dědičné a projevuje se změnou tvaru červených krvinek z takzvaných 
promáčknutých piškotů na protažené srpy. Tato změna je způsobena mutací genu pro 
hemoglobin. Michail N. Zacharov, Alexey Aprelev, Matthew S. Turner, Frank A. 
Ferrone se rozhodli získat kvantitativní reologické údaje na mikroskopické úrovni. Vyvinuly 
novou mikroreologickou metodu pro měření gelů srpkovitého hemoglobinu, založenou na 
magnetické kompresi emulzí o velikosti 5-8 μm, které obsahují kapičky hemoglobinu 
v průměru 80 μm. Gely byly připravovány v různých koncentracích, při různých teplotách a 
s různou vnitřní strukturou. Vzorky gelu s polymerizovanou koncentrací hemoglobinu 6 – 
12 g/dl se chovaly jako Hookovy pružiny s Youngovým modelem 300-1500 kPa. Pro 
multidoménové gely Youngový model závisí spíše na terminálové koncentraci gelu, než na 
podmínkách vzniku. Jednoduchý model kvadratické závislosti Youngova modulu byl 
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reprodukován na koncentraci polymerizovaného hemoglobinu. U částečně desaturovaných 
vzorků dojde k zobrazení kvadratické závislosti na koncentraci, ale s menším koeficientem 
úměrnosti, obdobně tomu bylo i u vzorků, které byly desaturovány postupně v krocích. Tyto 
vzorky byly podstatně méně tužší než gely, které vznikly najednou. Velikost Youngova 
modulu nám tak poskytuje kvantitativní výsledky pro dominantní modely srpkovité 
patofyziologie [40]. 
Mohamed Mydul Alam a Raffaele Mezzenga z institutu Food, Nutrition and Healthy, 
Zurich, se zabývali sledováním lyotropních tekutých krystalických fází různých prostorových 
skupin tvořených voda-monoglycerid (Dimodan) pomocí mikroreologie. Cílem bylo 
prozkoumat viskoelastické vlastnosti těchto systémů. Použili koloidní částicové sondy 
rozptýlené v kapalných krystalech a šířící se vlny pro spektroskopii. Identifikace různých 
kapalných krystalických fází byla samostatně prováděna pod malým úhlem X-ray rozptylu. 
Omezený pohyb částic byl sledován a identifikován v době rozpadu funkce autokorelací 
intenzity a odpovídající časové závislosti středně kvadratického posunu (MSD), který ukázal 
prostor skupiny v závislosti na chování. Další srovnání mikroreologie a reologie bylo získáno 
pomocí Laplaceovy transformace všeobecně časově závislé MSD, čímž se získal ztrátový 
modul G'(w) a G"(w), v ω frekvenční oblasti. Celkový obraz ze získaných dat mikroreologie 
určil, že všechny tekuté krystaly vykazují viskoelastické vlastnosti v souladu s výsledky 
klasické reologie a přechodný režim (pružný na viskózní) se liší v závislosti na konkrétním 
tekutém krystalu [41]. 
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3. MATERIÁLY A METODY 
3.1 Materiály 
Kyselina hyaluronová 
(sodium hyaluronate)  




Expiry date: 2015-02-19 
   
Hovězí pankreatický trypsin 
(Trypsin from bovine pancreas) 
 T8003-100M6 
Lot# S2BD 7418V 
PCODE: 100 152 85 20 
CAS:  9002-07-7 
647-010-00-7 
   
Hovězí pankreatický 
α-chymotrypsin 
(C 4129-α-Chymotrypsin from 
bovine pancreas) 
 CAS:  9004-07-03 
647-011-00-2 
   
Rozpouštědlo  PBS (phosphate Buffered Saline) 
   
Polystyrenové částice 
(Carboxylated silica particles) 
Microparticle size 
standard based on 
polystyrene 
monodisperze 




size: 0,5 μm 
95585-5ML-F 
   
   
UV lepidlo  Norland optical adhesive Lot: 254, 
exp:mar 18, Product of USA 
ultravioletcuring 




LABORGERÄTE, 200 Deckglässer 
20x20 mm, Art.Nr. 8000103 
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3.2 Přístroje a programy 
 
NIKON Eclipse Ci Optický systém: CFI60 nekonečno 
Osvětlení: 6V-30W halogenová žárovka; 6V-
30W transformátor vestavěný-in; ND8, ND4 
filtry vestavěné; Okulár: 10, 20, 40, 60, 100x 
Analyzer: 360° otočný volič 
Canon EOS 550D záznamové zařízení k mikroskopu Nikon 
Eclipse E200; Typ fotoaparátu: digitální 
zrcadlovka (DSLR); 
Min. citlivost (ISO): 100; Max. citlivost 
(ISO): 6400;  
Max. rozlišení videa (pix): 1920x1080; Max. 
frekvence snímkování (sn./s): 30; Max. délka 
vide (min): 30;  
Formát záznamu videa: AVI 
  
EyeCockpit-UI 324 x CP Program na nahrávání videí při propojení 
mikroskopu a PC. Videonahrávky se ukládají 
ve formátu AVI. 
 
ImageJ Aplikace pro úpravu bitmapové grafiky; 
program je vytvořen v jazyce Java 
 
CellSens Entry Program sloužící k snímání obrazu, 
zobrazení a analýzu biologických obrazů. 
 
Software IDL 
(intreactive data languge) 
Program sloužící k získání numerických dat 
pomocí vizualizace.  




4. MĚŘENÍ A VYHODNOCENÍ DAT 
4.1 Příprava vzorků 
Byl připraven roztok hyaluronanu o hmotnostní koncentraci 0,25 % hm., který byl ponechán 
na magnetické míchačce při laboratorní teplotě cca 2 hodiny. Dále byly připraveny zásobní 
roztoky proteinů o koncentraci 10 μg/1 ml a také ponechány na magnetické míchačce. Částice 
používané pro měření mikroreologie byly rozměru 0,5 a 1 μm. 
Na začátku měření byla připravena koncentrační řada širšího rozsahu a proměřeny vzorky HA 
s oběma proteiny. Po naměření dané koncentrační řady byla vybrána k dalšímu kroku ta část, 
kde bylo možné pozorovat nejlepší interakci HA-protein. Pro trypsin 0,5; 1; 1,25; 1,5; 1,75; 
2 μg/ml. Pro chymotrypsin 1; 2,5; 2,75; 3; 3,25; 3,5 μg/ml. 
Poté byly všechny zásobní roztoky použity k měření nebo byly uchovávány v chladícím 
zařízení do doby měření. 
K měření bylo použito velmi malé množství objemu vzorku, proto byly roztoky míchány do 
plastových eppendorfek. Do eppendorfek bylo vždy nepipetováno takové množství zásobního 
roztoku hyaluronanu, proteinu, PBS a částic, aby celkový objem činil 100 μl. 
Pro měření na mikroskopickém přístroji bylo do všech vzorků přidáno po 10 μl 
polystyrenových částic. Jedna řada obsahovala částice o rozměru 1μm a druhá o rozměru 
0,5 μm. 
Celkem byly naměřeny dvě řady s hovězím pankreatickým trypsinem a dvě řady s hovězím 
pankreatickým α-chymotrypsinem. První řada obsahovala částice o rozměru 0,5 μm, druhá 
obsahovala částice o rozměru 1 μm. Měření těchto dvou řad bylo vždy zopakováno třikrát. 
K proměření vzorků u mikroreologie patří i příprava takzvaných “kapslí“. Ve své bakalářské 
práci [42] jsem popisovala způsob nanášení vzorku na sklíčka tak, že na podložní sklíčko se 
naneslo určité množství vzorku a přikrylo se jej sklíčkem krycím. Kolem krycího sklíčka se 
nanesla vrstva silikonu, aby nedocházelo k vysychání vzorku. 
“Kapsle“ je tvořena ze dvou druhů sklíček. Vždy jedno podložní sklíčko a tři svrchní krycí. 
Krycí sklíčka byla upevněna k podložnímu sklíčku pomocí UV lepidla a poté byla kapsa 
vložena pod ultrafialové záření k vytvrzení lepidla. 
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4.2 Vyhodnocení naměřených dat 
Měření a vyhodnocování dat metodou mikroreologie zahrnuje zdlouhavý proces. Samotné 
měření není příliš dlouhé jak samotné jeho vyhodnocování, které se skládá z několika kroků. 
Připravené vzorky byly proměřeny na mikroskopu značky NIKON Eclipse Ci, na který byla 
napojena kamera. Důležitou roli při nahrávání videí, je samozřejmě zvolený typ kamery a 
hlavně rychlost snímání obrázků. Kvalitně nahrané video je dobrým krůčkem k tomu, 
abychom získali kvalitní data pro vyhodnocení.  
Vzorky byly nahrávány kamerou Canon EOS 550D  pomocí programu EyeCockpit-UI 324 x 
CP. Získaná datová videa byla nahrána ve formátu AVI. V programu ImageJ byla 
konvertována na formát Tiff, se zachováním co největší kvality obrazu.  
Dále byla v programu CellSens Entry upravena intenzita obrazu, vyváženost barev, 
optimalizace kontrastu a inverze obrazu.  
Poté byl použit software IDL. Intreactive data languge je vědecký program, používaný 
především k získání smysluplných numerických dat z video-vizualizace. Díky tomuto 
programu jsme schopni identifikovat jednotlivé částice. Původním způsobem vyhodnocování 
bylo možné mít pouze bílé částice na černém pozadí [42]. Zde je možné využít i opačnou 
barevnou kombinaci. 
Také jsme schopni pomocí tohoto programu zobrazit/vyhodnotit trajektorii každé částice. 
 
Obrázek 17. Ukázka trajektorií mikročástic ve vzorku HA-trypsin (1 μm). 
Poté se pomocí dalších parametrů vyberou pouze částice s nejvhodnější trajektoríí. Tento 
program se nejvíce využívá k mikroreologickým účelům. 
A na závěr byla všechna získaná data z IDL zpracována do grafů v programu MS Excel. 
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4.3 Postup při vyhodnocení dat v programu IDL 
Po nahrání kvalitních videí pomocí mikroskopu a kamery, jsme schopni získat smysluplná 
data díky programu IDL. Celý postup zahrnuje několik kroků. Nejprve se musí definovat 
částice, poté se částice pozorují a na závěr získáme potřebná data.  
Co se týče definování částic, prvním krokem je nahrání videa do programu → následuje 
pozadí (odstranění šumu) →identifikace částic (poloměr, jas) → zobrazení částice a určení 
její polohy. Tento krok je pro nás velmi důležitý, protože díky správnému definování částic 
jsme schopni získat kvalitní výstupní data. Při pozorování částic, získáme jejich trajektorii 
jako spojení bodů, které daná částice vykoná při náhodném Brownově tepleném pohybu. 
Někdy však částice vykonává pohyb, který není náhodný, říkáme, že částice ve vzorku 
“plave“, odborně se tento jev nazývá drifting. Jedná se o jev, který je způsoben vlivem 
prostředí, ať už jde o pohyb vzorku či neustálení částice při měření. Je však nutné tento jev 
při vyhodnocování odstranit.  
Po kvalitní identifikaci částic následuje poslední krok vyhodnocování, a to je v případě mé 
diplomové práce, získání výstupních informací o vzorku a MSD v závislosti na čase. Z funkce 
MSD se dále vypočítá hodnota viskozity zkoumaného vzorku [43]. 
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5. VÝSLEDKY A DISKUZE 
V praktické části své diplomové práce jsem využila získané informace z literatury ohledně 
mikroreologické metody uvedené do praxe. Většina měření, která byla prováděna, ať už 
v zahraničí nebo u nás, tak především spadala do oblasti medicíny a biologie. Proto jsem pro 
svoji experimentální část také volila látky, které jsou tělu vlastní. 
Vzorky proteinů, trypsin a chymotrypsin, byly proměřeny v kombinaci s kyselinou 
hyaluronovou. Měření bylo prováděno pomocí metody jednočásticové mikroreologie. 
Během své práce jsem zaznamenávala video-nahrávky pohybujících se částic na úrovni 
mikro-sféry v závislosti na Brownově tepelném pohybu. Dále byly zpracovány pomocí pěti 
softwarů. 
Měření byla vždy prováděna třikrát. Poté byla vypočítána průměrná hodnota viskozity a 
určeny chybové úsečky u daných vzorků. 
5.1 Výsledky trypsin 
5.1.1 Pohyb částic ve vzorku 
Pomocí programu IDL jsme schopni zaznamenat pohyb všech částic v roztoku. 
 
Obrázek 18. Trajektorie 0,5 μm částic v systému HA-trypsin (A- 0,5μg/ml TR + 0,25% hm. HA 




Obrázek 19. Trajektorie 1 μm částic v systému HA-trypsin (A- 0,5μg/ml TR + 0,25% hm. HA a 
B- 2 μg/ml TR + 0,25% hm. HA roztok). 
Na obrázcích 18. -19. je zobrazena trajektorie částic v roztocích obsahujících protein trypsin 
s polymerem kyselinou hyaluronovou. Rozdílný pohyb částic u vzorků s nižší a vyšší 
koncentrací trypsinu, bylo možné zřetelněji pozorovat u roztoků obsahující částice o menším 
rozměru. U vzorků s vyšší koncentrací trypsinu se nachází více vazeb a vzorek je více 
zesíťovaný. Proto se částice v roztoku pohybují s méně složitou trajektorií při stoupající 
koncentraci proteinu. Částice není natolik schopna narušit okolní prostředí jak je tomu 
v případě vzorku s nižší koncentrací proteinu.  
Naopak pohyb na obrázku 19. u částic většího rozměru je sice znatelný, ale na druhou stranu, 
pokud srovnáme oba vzorky jak s vyšší, tak s nižší koncentrací, zjistíme, že se nijak moc 
neliší. Polymerní síť vzorku je dostatečně zesíťovaná, částice není schopna narušit prostředí a 





Obrázek 20. Zobrazení MSD systému HA-trypsin v závislosti na čase (částice 0,5 μm). 
 
Obrázek 21. Zobrazení MSD systému HA-trypsin v závislosti na čase (částice 1 μm). 
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Tabulka 1. Obsahuje rovnice pro jednotlivé přímky systému HA-trypsin s měnící se 
koncentrací trypsinu a konstantní koncentrací hyaluronanu (0,25% hm.) a jejich hodnoty 
spolehlivosti. (částice 0,5 μm) 
Koncentrace trypsinu 


















































Tabulka 2. Obsahuje rovnice pro jednotlivé přímky systému HA-trypsin s měnící se 
koncentrací trypsinu a konstantní koncentrací hyaluronanu (0,25% hm.) a jejich hodnoty 
spolehlivosti. (částice 1 μm) 
Koncentrace trypsinu 


















































Na obrázcích 20. a 21. jsou zobrazeny závislosti hodnot MSD systému HA-trypsin s rostoucí 
koncentrací trypsinu a konstantní koncentrací HA s částicemi o rozměru 0,5 μm a 1 μm v 
závislosti na čase. První vzorek je vždy s nulovou koncentrací trypsinu. Jedná se o čistý 
vzorek HA. Z tabulek 1. a 2. je pak možné vyčíst lineární závislost MSD na čase u tohoto 
systému Ha-protein. Lineární povaha těchto závislostí nám umožňuje určit hodnoty viskozit 
pro jednotlivé roztoky systému HA-protein. To znamená, že u proteinu trypsin je metoda 
mikroreologie použitelná pro stanovení viskozity jejich roztoků.  
S rostoucí koncentrací proteinu v systému dochází ke zvyšování viskozity a zároveň klesá 
závislost MSD. Platí tedy, že s rostoucí koncentrací proteinu dochází ke zvýšení interakce 
v systému HA-trypsin. To znamená, že v roztoku dochází stále k většímu zesíťování vzorku a 
tedy při zvyšování koncentrace proteinu se zvyšuje viskozita a vzniklá síť proteinu klade 
částici větší odpor, a ta se pohybuje s jednodušší trajektorií nebo kolem vlastní osy. 
Při porovnání obrázku 20. a 21. si také můžeme všimnout, že ve výsledku systém s 0,5 μm 
částicemi udává stejné výsledky jako systém s 1 μm částicemi ve vzorku. Ale rozdíl směrnic 
z obrázku nám ukazuje, že mezi směrnicemi budou větší rozdíly u vzorků s 0,5 μm částicemi, 
než je u vzorků s 1 μm částicemi. U vzorků s částicemi o větším rozměru jsou mezi křivkami 
menší rozdíly. Částice o větším rozměru dává sice stejné výsledky, ale je méně citlivější 
senzor. Můžeme říci, že 1 μm částice nereagují na změny viskozity tak dobře, jako částice o 
menším rozměru. Z hlediska přesnosti bude mnohem výhodnější využít pro mikroreologická 
měření s proteiny částice o menších rozměrech. 
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5.1.3 Viskozita vzorků 
 
Obrázek 22. Zobrazení závislosti viskozity systému HA-trypsin na koncentraci 
(částice 0,5 μm). 
 
Obrázek 23. Zobrazení závislosti viskozity systému HA-trypsin na koncentraci 





Tabulka 3. Obsahuje hodnoty viskozit pro jednotlivé koncentrace trypsinu. 
Koncentrace 
trypsinu 
0,5 μg/ml 1 μg/ml 1,25 μg/ml 1,5 μg/ml 1,75 μg/ml 2 μg/ml 
Viskozita 
[Pa·s] 10 3 
0,5 μm 
1,23 ± 0,07 1,44 ± 0,15 1,53 ± 0,15 1,72 ± 0,23 1,88 ± 0,08 1,99 ± 0,05 
Viskozita 
[Pa·s] 10 3 
1 μm 
1,03 ± 0,06 1,35 ± 0,02 1,56 ± 0,15 1,54 ± 0,02 1,77 ± 0,10 1,82 ± 0,02 
 
Na obrázcích 22. až 23. je zobrazena závislost viskozity roztoků na koncentraci trypsinu ve 
vzorku. Z grafů je možné vidět, že u vzorku proteinu docházelo k růstu viskozity v závislosti 
na zvyšující se koncentraci proteinu ve vzorku. Při porovnání rovnic přímky u obou částic 
můžeme říci, že sklon obou přímek se liší jen minimálně.   
Částice měla v nižších koncentracích ve vzorku systému HA-trypsin lepší možnost pohybu a 
narušování struktury jak hyaluronanu tak proteinu a s nárůstem koncentrace proteinu 
v roztoku docházelo postupně ke snižování jejího pohybu a tedy růstu viskozity způsobené 
zvětšením počtu uzlových bodů polymerní sítě. 
Tento výsledek je také možné vyčíst z tabulek 1. a 2., kde je dobře znatelný nárůst viskozity 
s rostoucí koncentrací trypsinu a konstantní koncentrace HA u systému vzorků HA-trypsin.  




5.2 Výsledky chymotrypsin 
5.2.1 Pohyb částic ve vzorku 
 
Obrázek 24. Trajektorie 0,5 μm částic v systému HA-chymotrypsinu (A- 1 μg/ml TR + 2,25% 
HA a B- 3,5 μg/ml TR + 0,25% HA). 
 
 
Obrázek 25. Trajektorie 1 μm částic v systému HA-chymotrypsinu (A- 1 μg/ml TR + 2,25% 
HA a B- 3,5 μg/ml TR + 0,25% HA). 
Na obrázcích 24. - 25. je možné vidět trajektorie částic v roztocích obsahujících protein 
chymotrypsin o různých koncentracích a kyselinou hyaluronovou o konstantní koncentraci. 
Obdobně jako tomu bylo u trypsinu, je možné pozorovat rozdílný pohyb částic u vzorků 
s nižší a vyšší koncentrací obsahující částice o menším rozměru. Málo zesíťovaná polymerní 
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síť roztoku o nižší koncentraci, nebrání částici v pohybu. Částice tak svým nahodilým 
pohybem je schopna narušit okolní prostředí proteinu. U koncentrovaného vzorku už dochází 
k přibývání uzlových bodů sítě mezi proteinem a částice nemá tolik možného prostoru 
k pohybu v systému HA-protein. 
Při porovnání pohybu částic na obrázku 25. je možné vidět, že se obrázky A a B příliš od sebe 
neliší. Částice v polymerní síti vzorku, není schopna vykonávat tak složitou trajektorii 
pohybu, jako například částice menšího rozměru. To je pravděpodobně způsobeno tím, že 
částice větší velikosti více převyšují rozměry volných prostorů v polymerní síti, což znamená, 
že jsou méně ovlivněny mikroskopickými heterogenitami polymerních roztoků. 
5.2.2 MSD 
 




Obrázek 27. Zobrazení MSD systému HA-chymotrypsin v závislosti na čase (částice 1 μm). 
 
Tabulka 4. Obsahuje rovnice pro jednotlivé přímky systému HA-chymotrypsin s měnící se 
koncentrací chymotrypsinu a konstantní koncentrací hyaluronanu (0,25% hm.) a jejich 
hodnoty spolehlivosti. (0,5 μm) 
Koncentrace chymotrypsinu 


















































Tabulka 5. Obsahuje rovnice pro jednotlivé přímky systému HA-chymotrypsin s měnící se 
koncentrací chymotrypsinu a konstantní koncentrací hyaluronanu (0,25% hm.) a jejich 
hodnoty spolehlivosti. (1 μm) 
Koncentrace chymotrypsinu 


















































Na obrázcích 26. a 27. je vidět závislost hodnot MSD systému HA-chymotrypsin s rostoucí 
koncentrací chymotrypsinu a konstantní koncentrací HA s částicemi o rozměru 0,5 μm a 1 μm 
v závislosti na čase. Oproti trypsinu je možné zřetelněji vidět hodnoty naměřených směrnic. U 
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obou vzorků nedochází k tak velkému prolínání křivek, jako tomu bylo u vzorků systému 
HA-trypsin. Avšak je možné pozorovat, že i u systému HA-chymotrypsin je opět 1 μm částice 
méně kvalitní senzor. 
Z tabulek 4. a 5. můžeme vyčíst lineární závislost MSD na čase u těchto proteinů. Obdobně 
jako u systému HA-trypsin i zde můžeme říct, že lineární povaha těchto závislostí nám 
umožňuje určit hodnoty viskozit pro jednotlivé roztoky proteinů. Tím můžeme říct, že u 
proteinu chymotrypsin je metoda mikroreologie použitelná pro stanovení viskozity jejich 
roztoků. Při použití částic o poloměru 0,5 μm a 1 μm nemá polymerní povaha molekul 
zkreslující vliv na měření. Můžeme tedy říci, že jak protein trypsin tak i protein chymotrypsin 
je čistě viskózního charakteru. 
5.2.3 Viskozita vzorků 
 




Obrázek 29. Zobrazení závislosti viskozity chymotrypsinu na koncentraci (částice 1 μm). 
 
 
Tabulka 6. Obsahuje hodnoty viskozit pro jednotlivé koncentrace chymotrypsinu. 
Koncentrace 
chymotrypsinu 
1 μg/ml 2,5 μg/ml 2,75 μg/ml 3 μg/ml 3,25 μg/ml 3,5 μg/ml 
Viskozita 
[Pa·s] 10 3 
0,5 μm 
1,23 ± 0,03 1,96 ± 0,04 2,03 ± 0,05 2,11 ± 0,05 2,23 ± 0,14 2,39 ± 0,07 
Viskozita 
[Pa·s] 10 3 
1 μm 
1,35 ± 0,09 1,55 ± 0,05 1,63 ± 0,08 1,63 ± 0,06 1,70 ± 0,1 1,72 ± 0,14 
 
Na obrázcích 28. až 29. je zobrazena závislost viskozity roztoků na koncentraci vzorku. 
Z obrázku můžeme vyčíst, že u vzorku proteinu docházelo k růstu viskozity v závislosti na 
zvyšující se koncentraci proteinu ve vzorku. Při porovnání rovnic přímky u obou částic je 
možné vidět, že sklon obou přímek je rozdílný. Strmější nárůst je možné pozorovat u systému 
HA-protein obsahující menší částice. 
Poté co došlo k nárůstu koncentrace proteinu v roztoku, došlo k postupnému snižování 
pohybu částic ve vzorku. Tento výsledek je možné vyčíst z tabulek 1. a 2., kde je dobře 




Biologická makromolekula čili biomakromolekula je také označována jako biopolymer. Jedná 
se převážně o látky, které vznikají v organismu kondenzací z více stejných nebo různých 
nízkomolekulárních látek. Molekulová hmotnost těchto látek se pohybuje v řádech tisíců až 
milionů. Z chemického hlediska se jedná o proteiny, nukleové kyseliny a tak dále. 
Biopolymery řadíme mezi biokoloidy, které svou velikostí spadají do rozmezí 1 nm až 
1000 nm. Pro měření viskoelastických vlastností je mnohdy klasická reologie nevyhovující. 
Biopolymery či proteiny jsou látky, které jsou poměrně cenově drahé, nebo je někdy obtížné 
je sehnat ve velkém množství, které je potřebné pro měření na klasickém reometru. Další 
nevýhodou je také homogenita vzorku, která je mnohdy ve výzkumu některých látek 
prakticky nemožná. Pasivní mikroreologie je metoda, která byla vynalezena hlavně pro tyto 
účely.  
Cílem mé diplomové práce bylo provést literární rešerši na zadané téma a zhodnotit 
využitelnost metody pasivní mikroreologie při studiu systémů biopolymerů. Na základě 
rešerše bylo poté navrženo modelové měření vedoucí k charakterizaci využitelnosti pasivní 
mikroreologie v systému biopolymer-protein. Použitými proteiny byly trypsin a 
chymotrypsin. Systém biopolymer-protein tvořila vždy kyselina hyaluronová o konstantní 
koncentraci a daný protein s rostoucí koncentrací. Metoda použita pro měření byla pasivní 
mikroreologie. Na začátku měření byla připravena koncentrační řada širšího rozsahu a 
proměřeny vzorky HA s oběma proteiny. Po naměření dané koncentrační řady se vybrala 
k dalšímu kroku ta část, kde bylo možné pozorovat nejlepší interakci HA-protein.  
Ze získaných výsledků trajektorií částic v roztocích obsahujících systém HA-protein, bylo 
možné pozorovat rozdílný pohyb částic u vzorků s nižší a vyšší koncentrací proteinu. U obou 
vzorků systém HA-protein bylo možné zřetelněji pozorovat pohyb u roztoků obsahující 
částice o menším rozměru. U vzorků s vyšší koncentrací proteinu a konstantní koncentrací 
HA se nachází více vazeb a vzorek je více zesíťovaný. Proto se částice v roztoku pohybují 
s méně složitou trajektorií. V některých případech částice spíše vykonává kompaktnější 
trajektorii a částice pak spíše rotuje kolem vlastní osy. Částice není totiž natolik schopna 
narušit okolní prostředí jak je tomu v případě vzorku s nižší koncentrací proteinu.  
U vzorku s vyšší koncentrací proteinu dochází k přibývání uzlových bodů sítě mezi proteinem 
a částice nemá tolik možného prostoru k pohybu v systému HA-protein. Také je to způsobeno 
tím, že částice větší velikosti více převyšují rozměry volných prostorů v polymerní síti, což 
znamená, že jsou méně ovlivněny mikroskopickými heterogenitami polymerních roztoků. 
Ze získaných závislostí hodnot MSD systému HA-trypsin s rostoucí koncentrací trypsinu a 
konstantní koncentrací HA s částicemi o rozměru 0,5 μm a 1 μm v závislosti na čase je možné 
vyčíst lineární závislost MSD u systému Ha-protein. Lineární povaha těchto závislostí nám 
umožňuje určit hodnoty viskozit pro jednotlivé roztoky systému HA-protein. To znamená, že 
u těchto proteinů je metoda mikroreologie použitelná pro stanovení viskozity jejich roztoků.  
V systému HA-protein lze říci, že s rostoucí koncentrací proteinu v systému dochází ke 
zvyšování viskozity a zároveň klesá závislost MSD. Platí tedy, že s rostoucí koncentrací 
proteinu dochází ke zvýšení interakce v systému HA-trypsin. To znamená, že v roztoku 
dochází stále k více zesíťování vzorku a tedy při zvyšování koncentrace proteinu se zvyšuje 
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viskozita. Vzniklá síť proteinu, která klade částici větší odpor. Částice se pak pohybuje 
s jednodušší trajektorií nebo kolem vlastní osy. 
Při porovnání obou systémů HA-protein si také můžeme všimnout, že ve výsledku systém s 
0,5 μm částicemi udává stejné výsledky jako systém s 1 μm částicemi ve vzorku. Ale rozdíl 
směrnic nám pokazuje, že směrnice budou většího rozdílu u vzorků s 0,5 μm částicemi, než u 
vzorků s 1 μm částicemi. U vzorků s částicemi o větším rozměru dochází k prolínání směrnic. 
Částice o větším rozměru dává sice stejné výsledky, ale je méně citlivější senzor. Můžeme 
říci, že 1 μm částice nereagují na změny viskozity tak dobře, jako částice o menším rozměru. 
Z hlediska přesnosti bude mnohem výhodnější využít pro mikroreologická měření s proteiny 
částice o menších rozměrech. 
Oproti trypsinu však u chymotrypsinu je možné pozorovat mnohem lépe hodnoty směrnic. U 
obou vzorků nedochází k tak velkému prolínání křivek, jako tomu bylo u vzorků systému 
HA-trypsin. Avšak je možné pozorovat, že i u systému HA-chymotrypsin je opět 1 μm částice 
méně kvalitní senzor. 
U systému HA-chymotrypsin při porovnání rovnic přímky u obou částic se sklon obou přímek 
již lišil. Strmější nárůst bylo možné pozorovat u systému HA-protein obsahující menší 
částice. Vhodný výběr velikosti částic je tedy pro měření klíčový. 
Hlavní cíle diplomové práce byly splněny. Cílem další práce by bylo proměření proteinů 
v systému HA-protein o různých molekulových hmotnostech kyseliny hyaluronové. 
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8. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
HA     kyselina hyaluronová 
CHT    chymotrypsin 
CHTG    chymotrypsinogen 
TR    trypsin 
MSD    Korelační funkce střední hodnoty čtverce posunu 
MPT    Multiple particle traking 
CRM    confocal reflectance microscopy – konfokální mikroskopie 
MW    molekulová hmotnost 
PBS    phosphate Buffered Saline (fosfátový pufr) 




9. SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ 
*( )G      komplexní smykový modul 
τ(t)    smykové napětí v závislosti na čase 
γ(t)     smyková deformace závislá na čase 
G´    elastický smykový modul 
G´´    viskozitní modul 
xy      tečné napětí  
η    dynamická viskozita / zdánlivá viskozita 
xdu
dy
     gradient rychlosti 
υ    kinematická viskozita 
ρ    hustota 
     kvadratický průměr z posuvů částice 
n     počet dat v křivce 
D    difúzní koeficient 
kB    Boltzmannova konstanta 
T    teplota 
if     koeficient tření 
ir     poloměr částice  
0     viskozita disperzního prostředí; 
L    délka posunu 
a    poloměr částice 
  2x    MSD 
d    dimenze 
